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Homer1b/c“支架”在CTNND2-/-自闭症模型鼠中的
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【摘 要】目的：观察CTNND2-/-自闭症模型鼠前额叶皮层中支架蛋白荷马 1b/c（homer protein homolog 1b and 1c，Homer1b/c）与

三磷酸肌醇受体（inositol 1，4，5-trisphosphate receptor，IP3R）、代谢型谷氨酸受体 5（metabotropic glutamate receptor 5，mGluR5）
和香克 3蛋白（sh3 and multiple ankyrin repeat domains 3，Shank3）蛋白相关复合体的变化；前额叶皮层中常见氨基酸的变化，发

现自闭症模型鼠中可能参与疾病发生的关键靶点。方法：蛋白免疫印迹法（Western blot，WB）法检测CTNND2-/-自闭症模型鼠

前额叶皮层中支架蛋白 Homer1b/c、突触后密度蛋白-95（postsynaptic density protein 95，PSD-95）、突触素蛋白（synaptophysin，
SYP）、囊泡谷氨酸转运体 1（vesicular glutamate transporter 1，vGluT1）的表达的变化；通过免疫荧光（immunofluorescence，IF）观

察 Homer1b/c 与 IP3R、mGluR5 和 Shank3 蛋白的表达与共定位；免疫共沉淀（co-immunoprecipitation，CO-IP）技术分别观察

Homer1b/c与 IP3R、mGluR5或 Shank3结合的变化；使用液相色谱（liquid chromatography，LC）观察前额叶皮层中常见氨基酸的

变化。结果：与对照组相比，CTNND2-/-模型鼠前额叶皮层中 Homer1b/c（P=0.003）、PSD-95（P=0.003）以及SYP蛋白（P=0.046）
的表达均明显降低；同时，Homer1b/c与 IP3R、mGluR5、Shank3蛋白相互之间结合减少；前额叶皮层中常见的兴奋性神经递质

谷氨酸（glutamate，Glu）和抑制性神经递质γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）的表达无明显变化（P=0.366，P=0.355），组

氨酸（histidine，His）（P=0.036），酪氨酸（tyrosine，Tyr）（P=0.030）表达则明显增高。结论：CTNND2-/-自闭症模型鼠中Homer1b/c
蛋白低表达，同时Homer1b/c与 IP3R、Shank3、mGluR5蛋白复合物的形成减少，并推测低表达的Homer1b/c可能是导致自闭症

神经元突触异常发育的关键靶点。
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【Abstract】Objective：To observe the changes in scaffolding protein Homer protein homolog 1b and 1c（Homer1b/c），inositol 1，4，5-
trisphosphate receptor（IP3R），metabotropic glutamate receptor 5（mGluR5），sh3 and multiple ankyrin repeat domains 3（Shank3） 
protein-related complexes，and common amino acids in the prefrontal cortex of CTNND2-/- mice with autism，and to investigate the key 
targets that may be involved in the development of the disease in mice with autism. Methods：Western blot（WB） was used to measure 
the changes in the protein expression levels of Homer1b/c，postsynaptic density-95（PSD-95），synaptophysin（SYP），and vesicular glu⁃
tamate transporter 1（vGluT1） in the prefrontal cortex of CTNND2-/- mice with autism；immunofluorescent（IF） staining was used to 
investigate the expression and colocalization of Homer1b/c with IP3R，mGluR5，or Shank3 proteins；co-immunoprecipitation（CO-
IP） was used to observe the binding of Homer1b/c to IP3R，mGluR5 or Shank3；liquid chromatography（LC） was used to analyze 

the changes in common amino acids in the prefrontal cortex of 
mice. Results：Compared with the control group，the CTNND2-/- 
model mice had significant reductions in the expression of Homer1b/c
（P=0.003），PSD-95（P=0.003），and SYP（P=0.046） in the prefron⁃
tal cortex and a significant reduction in the binding of Homer1b/c to 
IP3R，mGluR5，and Shank3 proteins，and there were no significant 
changes in the expression levels of the common excitatory neu⁃
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rotransmitter glutamate and the inhibitory neurotransmitter γ-aminobutyric acid in the prefrontal cortex（P=0.366 and 0.355），while 
there were significant increases in the expression levels of histidine（P=0.036） and tyrosine（P=0.030）. Conclusion：There is low ex⁃
pression of Homer1b/c protein in the CTNND2-/- mouse model of autism，and there is a reduction in the formation of Homer1b/c com⁃
plexes with IP3R，Shank3，and mGluR5 proteins. It is speculated that low-expression Homer1b/c may be a key target for abnormal syn⁃
aptic development in autism.
【Key words】Homer protein homolog 1b and 1c；Autism Spectrum Disorder；CTNND2-/- mice

自 闭 症 谱 系 障 碍（autism spectrum disorder，
ASD）是一种严重的先天性中枢神经系统发育障碍，

其核心症状包括语言和沟通障碍、社交互动障碍、

兴趣限制和重复行为[1]。目前对自闭症的治疗仍没

有有效的方法，但其发病率却逐年增高，因此探寻

自闭症的发病机制和防治靶点具有重要社会意义。

目前研究认为，自闭症的病理改变主要表现为

前额叶皮层神经元异常增多导致局部神经回路信

息传递紊乱[2]；神经系统早期发育过程中神经元迁

移异常和神经元排列异常；兴奋－抑制性神经网络

的失衡等。大部分研究均认为，神经元突触和树突

棘的异常发育是自闭症共有的病理表现，在自闭症

的发病和行为异常中起着关键的作用。本课题组

前期构建了 CTNND2-/-自闭症模型鼠，研究发现，

CTNND2-/-鼠前额叶皮层神经元树突分支数和树突

棘密度显著降低，当改善其异常发育后能够减轻模

型鼠的自闭症样行为[3]。因此发现导致神经元突触异

常发育的关键靶点对自闭症的后续研究非常重要。

荷马 1（homer protein homolog 1，Homer1）蛋白

属于荷马（homer scaffold proteins，Homer）蛋白家族，

是中枢神经系统突触后膜中的一类功能性支架

蛋白。Homer1 分为短链型如荷马 1a（homer protein 
homolog 1a，Homer1a）和长链型如荷马 1b/c（homer 
protein homolog 1b and 1c，Homer1b/c）2 种类型[4]。
长链型Homer1b/c，其C末端可以形成CC结构，并由

此与其他功能蛋白，如代谢型谷氨酸受体 5（metabo⁃
tropic glutamate receptor 5，mGluR5）、三磷酸肌醇受

体（inositol 1，4，5-trisphosphate receptor，IP3R）、骨架

蛋白香克 3（sh3 and multiple ankyrin repeat domains 
3，Shank3）等结合形成支架，同时激活相应蛋白及

其下游通路，参与调节细胞生长并有助于增强突触

可塑性[5]。但在CTNND2-/-自闭症模型鼠中，突触的

异常发育是否与 Homer 这一关键的支架蛋白异常

表达相关，仍有待研究。

同时，目前研究也认为神经系统的代谢异常也

可能是导致神经元异常发育的原因[6]。有研究发

现，自闭症模型鼠中，同样存在着异常的神经递质

和代谢产物的释放[7-8]，且这可能作为自闭症后续诊

断的生物学指标，但 CTNND2-/-模型鼠是否同样存

在此异常情况，仍有待探究。

本研究旨在观察CTNND2-/-自闭症模型小鼠前

额叶皮层中Homer1b/c这一关键的支架蛋白及其相

关蛋白复合物的形成变化，同时检测模型小鼠前额

叶皮层中氨基酸的表达，为自闭症后续的研究探寻

新的作用靶点[9]。

1　材料与方法

1.1　实验材料

抗-Homer1b/c 抗体（购自 Santa Cruz Biotechnology，SC-
25271），抗-mGluR5抗体（购自 abcam，ab76316）；抗-IP3R抗

体（购自 abcam，ab108517）；抗-Shank3（购自 cell signaling，
64555）；抗-β-actin抗体（购自Affinity Biosciences，AF7018）；

抗-vGluT1抗体（购自 abcam，ab227805）；抗-SYP抗体（购自

abcam，ab32127）；抗-PSD-95（购自abcam，ab238135）；Western 
blot专用二抗（购自Beyonotime，中国）；Western blot化学发光

HRP 底物（购自 Millipore，美国）；5% 牛血清白蛋白（BSA）
（购自Beyonotime，中国）；荧光显微镜（购自Leica，德国）；共聚

焦显微镜（购自 Leica，德国）；Protein A/G Magnetic Beads（购

自MCE，美国）；Western及 IP裂解液（购自Beyonotime，中国）。

1.2　实验方法

1.2.1　动物模型　本研究符合作者所在单位实验动物伦理

委员会所制定的伦理学标准（批准号：SYXK2022-0016）。

CTNND2 纯合型（CTNND2-/-）小鼠（购自赛业生物，中国）。

养殖动物的设施温度范围保持在 22~24 ℃，相对湿度范围为

50％~60％。照明设置为交替明暗周期，为小鼠提供安静的

环境，并自由进食和饮水。并选取和其年龄一致的C57小鼠

作为对照（购自赛业生物，中国）。

1.2.2　蛋白免疫印记分析（western blot，WB）　用 BCA 法进

行蛋白定量，根据标准曲线计算出样品的浓度并计算上样

量。配置分离胶和浓缩胶：将灌胶玻璃板洗净，晾干固定，

配制 7.5%~10%分离胶 10 mL，用 95%乙醇覆盖胶面，室温放

置约 20 min；倒掉乙醇，用吸水纸吸其中残留的液体。加入

5%浓缩胶直至溢出，并插上梳子用以制造上样孔。室温放
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置约 15 min 将样品轻轻加至凝胶孔中，电泳仪恒压 90 V 通

过浓缩胶与分离胶。蛋白 Marker 电泳到分离胶适当位置，

可结束电泳。切胶获得目的胶，由阴极侧开始，按照海绵垫

片→层滤纸→样品胶→PVDF 膜→滤纸→海绵垫片的顺序

放入含有电转液的电泳槽中，恒流 250 mA，根据分子量大小

不同选择合适时间；然后进行封闭、一抗孵育、洗膜、二抗孵

育、洗膜，最后曝光，用 Image J软件分析灰度值。

1.2.3　免疫荧光（immunofluorescence，IF）　使用冰冻切片机

将前额叶皮层切割成 15 μm厚的冠状切片，用于后续实验。

将切片浸泡在 0.5% Triton-X 100 中孵育 1 h，然后在室温下

使用 5%牛血清白蛋白（BSA）进行封闭 2 h。随后，在 4 ℃将

切片与稀释过的一抗过夜孵育。次日，用磷酸盐缓冲盐水

（PBS）洗涤切片，然后与荧光二抗孵育 1 h。最后，进行DAPI
染色。使用荧光显微镜和共聚焦显微镜观察，成像。

1.2.4　 免 疫 共 沉 淀（co-immunoprecipitation，CO-IP）　 用

Western 及 IP 裂解液裂解组织，并取上清。将磁珠充分混

悬，取 25 μL磁珠，置于 1.5 mL EP管中，加入 400 μL结合/洗
涤缓冲液，充分混悬，置于磁力架，磁性分离，弃上清；重复

以上洗涤步骤 2次。使用结合/洗涤缓冲液将抗体稀释至终

浓度为 30 μg/mL。将稀释好的 400 μL 抗体加入处理好的

磁珠中，充分混悬，置于翻转混合仪孵育（室温，30 min；4 ℃，

2 h），收集磁珠，上清液收集于新的EP管中，以备后续使用。

加入 400 μL结合/洗涤缓冲液，充分混悬磁珠，弃上清；重复

洗涤 4次。加入 400 μL抗原样品，充分混悬，置于翻转混合

仪孵育（室温，30 mins；4 ℃，2 h），弃上清。使用400 μL结合/
洗涤缓冲液充分重悬磁珠，弃上清；重复洗涤 4 次：分离磁

珠，弃上清，向磁珠中加入 50 μL 1×SDS-PAGE Loading Buf⁃
fer 混合均匀，95 ℃加热 5 min。收集上清，进行 SDS-PAGE
检测

1.2.5　液相色谱（liquid chromatography，LC）　称量适量的

22种氨基酸标准溶液使用甲醇制备单一标准母液。取适量

的每种母液制备混合标准溶液，用 10% 甲酸甲醇-水（1∶1）
稀释至适当浓度，制备工作标准溶液。准确吸取适量的样品

放入 2 mL离心管中，加入 600 μL的 10%甲酸甲醇-水溶液，

振荡 30 s；以 12 000 r/min，4 ℃离心 5 min，取 10 μL 上清液，

加入 990 μL 的 10% 甲酸甲醇-水溶液，振荡 30 s，取 100 μL
稀释后的样品，加入浓度为 10 ppb的Trp-d3内标 100 μL，振
荡 30 s，通过 0.22 μm过滤膜过滤上清液，将滤液加入检测瓶

中。

1.3　统计学方法

实验数据将使用GraphPad Prism 8.0软件进行分析。定

量数据以均数±均准差（x±s）表达。两个独立样本 t检验用

于比较2个样本之间的数据。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　CTNND2-/-小鼠前额叶皮层中突触发育相关蛋白表达

异常

WB 结果显示（图 1A）：CTNND2-/-组小鼠与 WT 组小鼠

相比较，其前额叶皮层中Homer1b/c蛋白的表达水平均呈下

降趋势（-0.464±0.147，t=3.158，P=0.003）。同时，观察发

现，CTNND2-/-组小鼠前额叶皮层中突触可塑性相关蛋白

PSD-95 表达水平（-0.333±0.103，t=3.245，P=0.003）明显低

于 WT 组小鼠（图 1B）；SYP 的表达（-0.188±0.089，t=2.102，
P=0.046）同样明显低于WT组小鼠（图1C）。

2.2　Homer1b/c 与 IP3R、mGluR5 或 Shank3 形成的复合体

减少

IF结果显示（图 2A、B、C）：CTNND2-/-组小鼠前额叶皮层

中 IP3R （ -30.430±7.915，t=3.845，P=0.002）、mGluR5
（-24.57±5.079，t=4.838，P<0.001）以 及 Shank3（-19.60±
3.684，t=5.320，P<0.001）的荧光强度低于WT组小鼠。

同时，经 IF 共定位分析（图 2A、B、C）：皮尔森（pearson 
correlation coefficient，Pearson’s）系数发现，在 CTNND2-/-组

小鼠其前额叶皮层中，Homer1b/c与 IP3R（-0.280±0.025，t=
11.400，P<0.001）、mGluR5（-0.198±0.032，t=6.181，P<0.001）
以及 Shank3（-0.210±0.031，t=6.851，P<0.001）的 IF 共定位

均有所减弱。提示 Homer1b/c分别与 IP3R、mGluR5、Shank3
蛋白在CTNND2-/-组小鼠前额叶皮质中低表达，且蛋白相互

之间结合减少。

2.3　CTNND2-/-小鼠前额叶中Homer1b/c分别与IP3R、Shank3、
mGluR5蛋白相互结合减弱

CO-IP 结果显示（图 3）：较对照组小鼠，CTNND2-/-自闭

症模型鼠前额叶皮层中 Homer1b/c与 IP3R、Shank3、mGluR5
的相互作用均呈现减弱趋势。

注：a，与WT组相比较，P＜0.01；b，与WT组相比较，P＜0.05，n=5，x±s

图1　WB实验观察Homer1b/c、PSD-95及SYP蛋白表达
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2.4　CTNND2-/-组小鼠前额叶皮层氨基酸表达异常

LC结果显示（图 4A、B）：CTNND2-/-组小鼠与WT组小鼠

相比较，其前额叶皮层中：γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，

GABA）、丝氨酸（serine，Ser）、谷氨酸（glutamate，Glu）的含量

差异无统计学意义。但组氨酸（histidine，His）（3.902±
1.368，t=2.852，P=0.036）与酪氨酸（tyrosine，Tyr）（3.384±

注：a，与WT组相比较，P＜0.001，b，与WT组相比较，P＜0.01，n=3，x±s

图 2　IF 实验显示 Homer1b/c、IP3R、mGluR5、Shank3 蛋白表达与定位
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1.130，t=2.995，P=0.0303）的表达则明显增高。WB结果显示

（图4C）：与WT组相比，CTNND2-/-组小鼠前额叶皮层中囊泡

谷氨酸转运体 1（vesicular glutamate transporter 1，vGluT1）表

达明显提升（0.234±0.107，t=2.187，P=0.035）。

3　讨 论

自闭症是一类神经发育障碍性疾病，研究认

为突触发育异常是其重要致病因素，因此发现自

闭症中导致突触发育异常的蛋白及其靶点具有重

要意义。

本实验中发现，在自闭症模型鼠中，位于前额

叶皮层神经元中的 Homer1b/c 蛋白表达明显降低

（图 1）。Homer1b/c 为位于神经元突触后膜的支架

蛋白，属于Homer蛋白家族中的长链蛋白类型。目

前认为，长链型 Homer1b/c 蛋白是参与神经元可塑

性的关键成分且能够通过其EVH1结构域与脑发育

调节蛋白Drebrin和 Shank蛋白相互作用，进而促进

神经元丝状足的形成和伸长[10]。长链型Homer蛋白

与 Shank 的结合还可以促进 PSD95 蛋白的表达，影

响突触后致密斑的形成[11]。本研究中也确实发现，

CTNND2-/-自闭症小鼠前额叶中 PSD-95 及 SYP 明

显低表达（图 1），说明 Homer1b/c 的低表达伴随着

PSD-95和 SYP的表达异常。PSD-95作为突触成熟

的主要调节因子，能够与突触后膜上的N-甲基-D-
天门冬氨酸受体（n-methyl-d-aspartate，NMDA）受

体和 α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑丙酸受体

（α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic 
acid，AMPA）受体相互作用，进而促进突触发育过

程。PSD-95的缺乏可以诱导模型动物的自闭症样

行为的发生[12-13]。PSD-95 和 SYP 作为突触组分的

标记物，以及参与突触形成和重建的突触可塑性标

记物，它们的表达减少通常意味着突触的丧失[14-15]。
这也与本实验室前期的发现一致。

在神经元突触发育过程中，Homer1b/c 蛋白还

可能在谷氨酸受体介导的信号转导中发挥桥接作

用。研究表明，Homer1b/c 的下调可通过 mGluR 影

响mTOR信号通路的表达并可由此影响神经元突触

的发育[16]。也有实验发现，Homer1能够存在于内质

网表面，与 IP3R共同参与细胞质内钙离子浓度的调

节[17]，而这也可能是Homer1在异常外界刺激后参与

调节突触可塑性的另一途径[18]。为进一步观察

Homer1b/c 蛋白与 IP3R、Shank3、mGluR5 蛋白间相

互作用的变化，本研究使用 IF和CO-IP技术进一步

观察了相应蛋白在前额叶皮层中的表达和相互作

用（图 2、图 3）。IF结果显示，CTNND2-/-自闭症模型

鼠与WT组小鼠相比较，其前额叶皮层中Homer1b/c

图 3　Homer1b/c 与 IP3R、Shank3、mGluR5 蛋白表达量降低且

相互作用减弱（n=3）

注：a，与WT组相比较，P＜0.05，LC检查n=3，WB观察n=5，x±s

图 4　LC 和 WB 实验结果
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蛋白与 IP3R、Shank3、mGluR5蛋白荧光共定位均呈

现减弱的现象（图 2）；同时 CO-IP 结果提示，

CTNND2-/-鼠前额叶皮层中Homer1b/c蛋白与 IP3R、

Shank3、mGluR5 蛋白间的相互结合均呈现减弱趋

势（图3），与IF结果一致。这一结果提示，在CTNND2-/-

自闭症模型鼠中，确实存在 Homer1b/c 与 IP3R、

Shank3、mGluR5间复合物形成的减少，这可能是引

起神经元突触异常发育和自闭症发生的调节点，但

具体作用机制还需后续继续研究。

在中枢神经系统中，突触传递最重要的方式是

基于神经递质的神经化学传递[19]。近年来研究发

现，神经递质在神经系统疾病发病机制中的作用备

受关注。目前已有众多研究提示，神经递质的紊乱

与ASD的核心症状关系密切，被认为在ASD的发病

机制中扮演了重要的角色[20]。本研究通过使用 LC
检测发现，CTNND2-/-自闭症模型鼠前额叶皮层中，

GABA、Ser、Glu 的含量无统计学意义，His 与 Tyr 的
表达则明显增高（图 4）。在通常对自闭症的研究

中，往往存在兴奋性神经递质Glu的高表达，但本实

验中并未观察到此现象的发生，仅发现谷氨酸转运

蛋白的低表达（图 4）。这可能与不同自闭症模型展

现出的病理改变不同相关，CTNND2-/-自闭症模型

鼠的病理改变更多表现为突触发育相关蛋白的异

常表达和突触可塑性异常。

本研究观察到了 CTNND2-/-自闭症模型鼠中

Homer1b/c 这一关键突触后支架蛋白异常低表达，

Homer1b/c 与 IP3R、Shank3、mGluR5 蛋白复合物的

形成减少，并推测这可能是能够导致突触异常发

育的关键靶点，为自闭症的深入研究提出了新的

方向。
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